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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
CČN DK Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik  
16S rRNA ribonukleinska kislina male podenote ribosoma (small subunit ribosomal 
ribonucleic acid) 
AOA amonij oksidirajoče arheje (amonia oxidizing archaea) 
AOB amonij oksidirajoče bakterije (amonia oxidizing bacteria) 
bp bazni par 
BPK5 biološka potreba po kisiku v petih dneh 
DNK deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid) 
KPK kemijska potreba po kisiku 
MBBR reaktor s pritrjeno biomaso na nosilcih (moving bed biofilm reactor) 
mRNA sporočevalna ribonukleinska kislina (messenger ribosomal ribonucleic 
acid) 
NH4-N amonijev dušik 
NO2-N nitritni dušik 
NO3-N nitratni dušik 
NOB nitrit oksidirajoče bakterije (nitrite oxidizing bacteria) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction) 
TN celotni dušik 
TRF terminalni restrikcijski fragment (terminal restriction fragment) 
TRFLP polimorfizem dolžin terminalnih restrikcijskih fragmentov (terminal 
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1.1 NAMEN IN HIPOTEZE DELA 
 
Evropska in posledično tudi slovenska zakonodaja s področja čiščenja odpadnih voda se 
zaostruje in predpisuje vse nižje mejne vrednosti hranil v iztokih čiščene odpadne vode iz 
čistilnih naprav v vodna telesa. Zaostrovanje okoljske zakonodaje temelji na poznavanju 
negativnih učinkov hranil v vodnem okolju, predvsem kot strupenost za vodne organizme, 
evtrofikacija in pomanjkanje kisika.  
 
Iz začetka devetdesetih let prejšnjega stoletja iz Norveške izhaja tehnologija z 
imobilizirano biokulturo ali biofilmom na prosto plavajočih plastičnih nosilnih elementih 
AnoxKaldnes™. Razvila se je predvsem zaradi zaostritve zakonodaje po letu 1980 ter zaradi 
močno onesnaženega Severnega morja (Ødegaard s sod., 1994). Postopek čiščenja 
odpadne vode je znan kot MBBR (Moving bed biofilm reactor) in imobilizirana biokultura 
ali biofilm označuje mikroorganizme, ujete v matriksu in pritrjene na podlago. Namen 
biofilma je, da preko povečane površine nosilnih elementov, ki služijo za pritrditev 
mikroorganizmov, omogočajo večji učinek čiščenja in zadrževanje mikroorganizmov v 
reaktorju. Nosilci biofilma so stalno prisotni in plavajoči v reaktorju in s tem se izognemo 
stresnim razmeram (pomanjkanje kisika) pri kroženju mikroorganizmov preko reaktorjev v 
usedalnike ter preko povratnega blata nazaj v reaktorje.  
 
V zadnjem desetletju najpogosteje opisujemo raznolikost mikrobne združbe na osnovi 
zaporedij 16S rRNA, kot tudi so raziskave usmerjene na preučevanje specifičnih 
funkcionalnih genov (npr. amoA). Uporaba molekularnih tehnik v mikrobni ekologiji brez 
gojenja se v zadnjih desetletjih povečuje, saj danes znamo gojiti v laboratoriju le majhen 
delež mikroorganizmov iz okolja, največ 110 % (Janssen, in sod., 2002, Stres in Tiedje, 
2006). 
 
Namen in cilj magistrske naloge je ugotavljanje prisotnosti, pestrosti in stabilnosti 
mikrobnih združb glede na letni čas in sestavo odpadne vode s pomočjo molekularne 
biološke metode TRFLP. Naredili smo klonske knjižnice gena za ribosomsko 16S 
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podenoto (16S rRNA) in funkcionalnega gena nitritacijskih bakterij (amoA) za posamezne 
reaktorje.  
Na podlagi rezultatov molekularne biološke metode TRFLP in klonske knjižnice gena za 
ribosomsko 16S podenoto (16S rRNA) ter funkcionalnega gena nitritacijskih bakterij 
(amoA) za posamezne reaktorje, smo določili prisotnost, pestrost in stabilnost mikrobnih 
združb glede na letni čas, ki sodelujejo v procesu nitrifikacije in odstranjevanja dušika iz 
odpadne vode, v imobilizirani biokulturi iz laboratorijske in industrijske pilotne naprave. 
Rezultate smo primerjali s fizikalnimi in kemijskimi parametri ob različnih razmerah v 
različnih reaktorjih. Raziskava je obenem aplikativnega značaja in je pripomogla k 
boljšemu poznavanju procesa nitrifikacije na čistilnih napravah. Poznavanje procesov 
biološkega čiščenja odpadne vode je pomembno za povečanje zmogljivosti in pa samo 




Naše hipoteze so:  
1. mikrobne združbe v imobilizirani biokulturi različnih reaktorjev so heterogene in 
različne, 
2. razlike v mikrobni združbi v laboratorijskih reaktorjih in zunanjih reaktorjih so 
očitne in posledica dejavnikov zunanjega okolja, 
3. pričakujemo večjo pestrost nitrifikacijskih mikrobnih združb v reaktorjih s 
sintetično odpadno vodo v primerjavi z reaktorji, v katerih bomo čistili mehansko 
čiščeno odpadno vodo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Eden ključnih procesov za odstranjevanje dušika iz odpadne vode sta nitrifikacija in 
denitrifikacija, kjer se s pomočjo bakterij, dušik odstrani iz odpadne vode. Nitrifikacija je 
dvostopenjska mikrobna oksidacija amonijevega iona do nitrita ter naprej do nitrata in je 
ključen proces v odstranjevanju amonijevega dušika iz odpadne vode. Poznavanje 
procesov biološkega čiščenja odpadne vode je pomembno za povečanje zmogljivosti in pa 
samokontrolo procesa čiščenja odpadne vode. Biološko čiščenje odpadne vode na čistilnih 
napravah običajno poteka z aktivnim blatom kot razpršeno suspendirano biomaso, ki pa se 
lahko izloči preko presežnega blata in izpere iz sistema v iztočno čiščeno odpadno vodo. 
Ker imajo nitrifikacijske bakterije daljši čas podvojevanja oz. nizko stopnjo rasti kot tudi 
visoko občutljivost na vplive okolja (temperatura, pH, alkaliniteta), koncentracijo 
raztopljenega kisika (Park in Noguera, 2004) in prisotne strupene snovi (Sudarno, 2010), 
lahko v procesu čiščenja odpadne vode pride do zmanjšanja ali celo do prekinitve procesa 
nitrifikacije. S tem se zmanjša ali prekine proces odstranjevanja dušika iz odpadne vode ter 
poviša vnos hranil v vodna telesa in okolje.  
 
Za ugotavljanje prisotnosti, pestrosti in stabilnosti mikrobnih združb smo izbrali 
molekularno biološko metodo TRFLP, znane kot polimorfizem dolžin terminalnih 
restrikcijskih fragmentov (terminal restriction fragment length polymorphism). 
Kombinirali smo jo s klonsko knjižnico gena za ribosomsko 16S podenoto (16S rRNA) in 
funkcionalnega gena nitritacijskih bakterij (amoA) za posamezne reaktorje. Različni 
raziskovalci so izbrali podobno metodologijo za ugotavljanje vpliva okolja, kot je 
koncentracija raztopljenega kisika (Park in Noguera, 2004), slanost (Park s sod., 2009), 
temperatura (Datta s sod., 2011), pretok, koncentracija biomase, nitrit, kadmij, krom 
(Wells s sod., 2009) in ostanki zdravil (Kraiger s sod., 2008) na mikrobne združbe v 
čistilnih napravah.  
 
Rezultati analiz mikrobnih združb s TRFLP metodo so pokazali, da sta stabilnost 
mikrobnih združb in stabilnost procesa čiščenja odpadne vode neodvisna (Falk s sod., 
2009). Ker raziskave mikrobne združbe na MBBR nosilcih še niso poznane, bomo v študiji 
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Lj., Biotehniška fakulteta, 2016 
4 
 
ugotavljali vpliv sestave odpadne vode ter procesnih parametrov na strukturo združbe 
bakterij kot tudi amonij oksidirajočih bakterij v aerobnih MBBR reaktorjih.  
 
2.1 IMOBILIZIRANA BIOKULTURA ALI BIOFILM 
 
Imobilizirana biokultura ali biofilm je pojem, ki označuje mikroorganizme, ujete v 
matriksu in pritrjene na podlago. Matriks sestavljajo ekstracelularne snovi, polimeri, ki jih 
proizvajajo bakterije. Iz začetka devetdesetih let prejšnjega stoletja iz Norveške izhaja 
tehnologija z imobilizirano biokulturo ali biofilmom na prosto plavajočih plastičnih 
nosilnih elementih Kaldnes K1.  
 
Nosilci biofilma so stalno prisotni in plavajoči v reaktorju in s tem se izognemo stresnim 
razmeram (pomanjkanje kisika) pri kroženju mikroorganizmov preko reaktorjev v 
usedalnike ter preko povratnega blata nazaj v reaktorje. Nosilci Kaldnes so bili razviti z 
namenom povečanja aktivne površine za pritrditev biofilma, kar je še posebej pomembno 
za počasi rastoče nitrifikcijske bakterije. Nosilci so posebno profilirani krožni obročki, z 
dvema križnima predelnima stenama iz polietilena HDPE (z visoko gostoto), z visoko 
specifično težo 0,98 g/ml, kar pomeni, da potujejo s tokovnicami v reaktorju, ker so lažji 
od vode.  
 
Biofilm nastaja v petih fazah (Aesoy, 1998) (Slika 1): 
1. adsorpcija raztopljenih organskih snovi na mokro površino nosilca, 
2. transport mikrobnih delcev na površino, 
3. prilepljanje mikroorganizmov na površino nosilca, 
4. nastanek, produkcija biofilma in razmnoževanje mikroorganizmov, 
5. odcepitev biofilma (detachment). 
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Slika 1: Prikaz nastanka biofilma v petih fazah (https://en.wikipedia.org/wiki/Biofilm) 
 
Nastanek biofilma je opisan s tipično lag fazo, ki ji sledi eksponentna faza rasti. Nato se 
rast upočasni z večanjem debeline biofilma do končne vrednosti. Tedaj je rast 
uravnotežena s periodičnim luščenjem biofilma.  
 
Nastanek biofilma je odvisen od procesov, kot so biološki, fizikalni in kemijski (adsorpcija 
na površino, prilepljanje in odlepljanje mikroorganizmov, transport mikroorganizmov, 
luščenje biomase). Proces čiščenja odpadne vode je poenostavljen, ker so na nosilcu 
sočasno lahko različne vrste mikroorganizmov, z različno vlogo pri čiščenju odpadne vode. 
Na cilindričnih nosilcih Kaldnes se uspešno ustvari biofilm, ki ga sestavljajo različne 
skupine mikroorganizmov, kot so nitrifikacijske in anaerobne bakterije. V zunanji plasti v 
aerobnih pogojih (oksičnih razmerah) so našli aerobne nitrifikacijske bakterije in v 
notranjosti biofilma anaerobne bakterije, za katere je kisik zaviralen (Szatkowska, 2006).  
 
Nosilni elementi z biofilmom se lahko dodajo v obstoječ prezračevalni bazen s 
suspendiranim blatom na čistilni napravi (MBBR/AS), lahko pa so kot prosto plavajoči 
nosilci brez suspendiranega blata (MBBR) ali pa kot nasuti sloj v reaktorju.  
 
Postopek ima številne prednosti pred klasičnim postopkom čiščenja s suspendirano 
biomaso kot na primer manjši vpliv pri nižjih temperaturah na nitrifikacijo (Germain s 
sod., 2006), koncentracija pritrjene biomase je 10-krat nižja od sistema s suspendirano 
biomaso, zato je učinek čiščenja manj odvisen od končne separacije 
(flotacija/filtracija/usedanje) ter pritrjena biomasa je bolj selekcionirana zaradi delovanja v 
enakih razmerah (brez kroženja med aerobnimi/anaerobnimi razmerami) (Ødegaard s sod., 
2006). 
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2.1.1 Nosilni elementi 
 
V vseh reaktorjih s pritrjenim biofilmom smo kot nosilni element (nosilec) uporabili 
posebne polietilenske K1 nosilce podjetja AnoxKaldnes™, v nadaljevanje poimenovani 
Kaldnes K1. Razvilo jih je podjetje Kaldnes K1, proces je patentiran (št. EU patenta 
0575314, št. USA patenta 5,458,779). Nosilci so posebno profilirani krožni obročki, z 
dvema križnima predelnima stenama iz polietilena HDPE (z visoko gostoto), z visoko 
specifično težo 0,98 g/ml, kar pomeni, da potujejo s tokovnicami v reaktorju, ker so lažji 










(Ødegaard s sod., 2006).  
 
Lastnosti nosilcev Kaldnes K1, so prikazane v Preglednici 1. Na sliki (Slika 2) je prikazan 
nosilec s pritrjeno biomaso in Slika 3 prikazuje gibanje nosilnih elementov po reaktorju.   
 
Preglednica 1: Značilnosti nosilcev Kaldnes K1 (Rusten, 1995) 
 
lastnost enota vrednost 
material  polietilen HDPE  
premer cm 0,9 
višina cm 0,7 






nasipna gostota št. nosilcev/100 ml ~100 
 








Slika 2: Fotografija poraščenosti polietilenskega nosilca s pritrjno biomaso 
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Slika 3: Uporaba nosilnih elementov Kaldnes K1; (a) aerobni reaktor  zračenje (b) anaerobni 
reaktor  mešanje 
 
2.2 NITRIFIKACIJA V PROCESU ČIŠČENJA ODPADNE VODE 
 
Zgodovina preučevanja procesa nitrifikacije sega v 19. stoletje, ko je avtor Winogradski 
kot prvi objavil izsledke študije aerobnega procesa oksidacije amonijevega dušika z 
nitrifikacijskimi bakterijami ali nitrifikatorji (Ann. Inst. Pasteur, 1980). Sledile so študije 
biokemičnih procesov, objavljene leta 1926 v reviji Chem. Zelle u. Gewebev članku Die 
Einheit in der Biochemie, avtorjev Kluyver in Donker (Jetten, 2002).  
 
Dušik igra pomembno vlogo v ciklu kroženja vode kot nutrient, ki povzroča evtrofikacijo. 
Nitrifikacija je dvostopenjska mikrobna oksidacija amonijevega dušika do nitrata in je 
ključen proces v odstranjevanju amonijevega dušika iz odpadne vode. V prvi stopnji 
kemolitoavtotrofne amonij oksidirajoče bakterije (AOB) oksidira amonij do nitrita, ki ga 
nato nitrit oksidirajoče bakterije (NOB) oksidira do nitrata. AOB in NOB skupaj 
imenujemo nitrifikacijske bakterije ali nitrifikatorji, lahko poimenujemo tudi nitritacijske 
(AOB) in nitratacijske (NOB) bakterije (Siripong in Rittmann, 2007). Nitrat se z 
denitrifikacijskimi bakterijami v procesu denitrifikacije reducira do zračnega dušika. 
 
Večina bioloških čistilnih naprav za odstranjevanje dušika uporablja kombinacijo 
nitrifikacije in denitrifikacije ( (Xia, 2008). 
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Slika 4: Dušikov cikel v odpadni vodi (Roš, 2015) 
 
Oksidacija amonijevega dušika do nitrita ali nitritacija je dvostopenjski proces (Enačba 1, 
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Skupna enačba  Enačba 3: 
2 NH4
+
 + 4 O2→2 NO3
-
 + 4 H
+
 + 2 H2O 
 
Proces nitrifikacije poteka stabilno pri nizki organski obremenitvi in oksičnih pogojih.  
Nitrifikatorji so avtotrofni organizmi, ki za celično rast reducirajo ogljikove spojine v 
odpadni vodi (npr. ogljikov dioksid). Energijo dobijo z oksidacijo amonijevega dušika in 
nitratnega dušika, pri čemer nastane malo energije (Roš, 2015). Tako nitrifikatorji, v 
primerjavi z ostalimi mikroorganizmi, rastejo počasneje, saj imajo celo najhitreje rastoči 
nitrifikatorji, kot je Nitrosomonas europae, podvojitveni čas, dolg kar 8 ur.  
Posebnost nitrifikatorjev je tudi njihova povečana občutljivost na okoljske dejavnike. 
Nanje inhibitorno delujejo številni dejavniki kot temperatura pod 12 
o
C, nizek ali visok pH, 
nizke koncentracije raztopljenega kisika ter tudi številni kemični inhibitorji (Siripong in 
Rittmann, 2007 po Prosser s sod., 1989).  
 
Pri nitrifikaciji se ob pretvorbi amonijevega dušika preko nitrita v nitrat porablja 
hidrogenkarbonat (HCO3
-
), kar posledično pomeni zmanjšanje alkalinitete in znižanje pH v 





) in hidrogenkarbonatov (HCO3
-
) ter 
kationov, kot so kalcijev, magnezijev, natrijev, kalijev in amonijev ion (Roš, 2015).  
 
Učinkovitost prve stopnje nitrifikacije, nitritacije je večinoma avtotrofen proces z 
minimalno prisotnostjo heterotrofnih AOB (Juretscho s sod., 1998). V skupino AOB 
spadajo predstavniki razreda Betaproteobacteria, kot so rodovi Nitrosomonas, 
Nitrosococcus in Nitrosospira, kot tudi Gamaproteobacteria s predstavnikom 
Nitrosococcus oceanus. Koops in Pommerening-Rőser (2001), so razdelili AOB znotraj 
Nitrosomonas v 5 evolucijskih linij: N. europaea/eutropha, N. communis, N. oligotropha, 
N. marina in N. cryotolerans. V rod Nitrosococcus spadajo le morske AOB.  
 
NOB so filogenetsko bolj raznolike kot AOB; vse znane vrste se uvrščajo v enega izmed 
štirih razredov; rod Nitrobacter v Alfaproteobacteria, rod Nitrococcus v 
Deltaproteobacteria, rod Nitrospina v Betaproteobacteria in rod Nitrospira v svoje deblo 
Nitrospira (Teske s sod., 1994; Ehrich s sod., 1995, Daims s sod., 2001). 
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Za najpomembnejša predstavnika nitrifikatorjev sta, do nedavnega, veljala rodova 
Nitrosomonas ter Nitrobacter, ki oksidirata amonij do nitrita in nitrata. Vendar pa študije 
kažejo, da imajo pomembno vlogo tudi druge bakterije, ki jih najdemo v rodu Nitrosospira 
(Aoi s sod., 2000; Coskuner in Curtis, 2002) in rodu Nitrospira, saj lahko predstavljajo 
dominanten delež nitratacijskih in nitritacijskih bakterij v sistemih z aktivnim blatom 
(Juretschko s sod., 1998; Burrell s sod., 1998).  
 
V zadnjih letih je več objav različnih avtorjev, ki potrjujejo vključenost amonij 
oksidirajočih arhej AOA pri nitrifikaciji (Proser in Nicol, 2008). Znani so pojavi v 
različnih okoljih, kot so v zemlji (Leininger s sod., 2006), sedimentih (Beman in Francis, 
2008), podzemnih vodah (de Vet, 2009) ali oceanih (Beman s sod., 2008).  
 
Poleg bakterijskih pa so poznani tudi arhejski nitrifikatorji (Nicola in Schleper, 2005). Z 
uporabo molekularnih metod so Park s sod. (2006) dokazali prisotnost amonij-
oksidirajočih arhej (AOA) v aktivnem blatu reaktorjev. Z uporabo specifičnih začetnih 
oligonukleotidov za gene arhejske amonijeve monooksigenaze (amoA), so zaznali 
prisotnost arhej v aktivnem blatu čistilnih naprav. 
 
N. europaea je poglavitni mikroorganizem sistemov odstranjevanja dušika, saj je obligatna 
kemolitotrofna amonij-oksidirajoča bakterija, ki je odgovorna za oksidacijo amonijevega 
dušika v nitritni dušik, kar ji omogoča pridobivanje energije za rast (Shi s sod., 2004).  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
A. SINTETIČNA ODPADNA VODA 
Pripravili smo 10 L koncentrirane raztopine tako, da smo v 10 L vodovodne vode dodali 
280 g (NH4)2SO4 in 1 g KH2PO4. Po 2,6 L smo odmerili z merilnim valjem v PVC posode, 
jih hermetično zaprli in shranili v hladilniku do uporabe. Ob pripravi končne dotočne 
odpadne vode, smo 2,6 L koncentrirane raztopine razredčili z vodovodno vodo do 200 L. 
Pričakovana koncentracija v razredčeni sintetični odpadni vodi, je bila okoli 90 mg/L 
amonijevega dušika in 0,3 mg/L fosforja, odvisno od natančnega doziranja vodovodne 
vode pri pripravi. 
 
B. MEHANSKO ČIŠČENA ODPADNA VODA 
Mehansko čiščena odpadna voda predstavlja odpadno vodo po mehanskem čiščenju na 
CČN DK, ki je razbremenjena mehanskih delcev. 
 
C. NEVTRALIZACIJSKA RAZTOPINA 
Pripravili smo 211 g Na2CO3/10 L demineralizirane vode. 
 
D. RASTNI PUDER 
Rastni puder (LAR, Nitritox monitor, Growth powder, Art. 704751) vsebuje 
mikroelemente, potrebne za rast bakterij. Dodajali smo ga sočasno ob pripravi 200 L 
laboratorijske sintetične odpadne vode. Razvili so ga z namenom vzdrževanja 
mikroorganizmov v reaktorju on-line merilnika za določevanje inhibicije nitrifikacije.  
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3.1.1 Komplet za izolacijo DNK 





 GoTaq DNK polimeraza z 10 × pufrom (Promega, Madison, Wisconsin, ZDA), 
 HaeIII (GG↓CC) s pripadajočim pufrom (MBI Fermentas, Litva), 
 MspI (C↓CGG) s pripadajočim pufrom (MBI Fermentas, Litva), 
 TaqI (T↓CGA) s pripadajočim pufrom (MBI Fermentas, Litva). 
 
3.1.3 Pufri in raztopine 
 
 TAE pufer 50 × (V = 1 L), 
 242 g Tris Base, 
 37,1 mL ledocetne kisline, 
 100 mL 0,5 M EDTA, pH = 8, 
 dH2O do 1000 mL, skupni pH = 8,5. 
 
3.1.4 Začetni oligonukleotidi 
Bakterijski (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija): 
 16S rRNA: 6-FAM 27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', Tm = 51,6 °C 
927R: 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3', Tm = 46,5 °C, 
 amoA: 6-FAM amo1F: 5'-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3', Tm = 66 °C 
amo2F: 5'-CCCCTC(G/T)G(G/C)AAAGCCTTCTTC-3', Tm = 73 °C. 
 
Arhejski (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija): 
 16S rRNA: 6-FAM AR 109F: 5'-ACRGCTCAGTAACAGGT-3', Tm = 54 °C, 
 AR 915R: 5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3', Tm = 63 °C. 
 
3.1.5 TRFLP 
Kapilarna elektroforeza ABI PRISM 310 (Applied Biosystems Inc.) 
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3.1.6 Bioinformacijska orodja 
 GenScan (Applied Biosystems), 
 Genotyper (Applied Biosystems), 
 Bionumerics 3.0 (Applied Maths, Belgija), 
 TDistinctiEnz program za in silico TRFLP, 
 http://www.bioinformatics.org/~docreza/cgi-bin/restriction/t_DistinctiEnz.pl), 






Eksperimentalno delo je potekalo v reaktorjih, napolnjenih s Kaldnes K1 nosilci. V 
Pregeldnici 2 je naveden opis reaktorjev (Preglednica 2): 
 
Preglednica 2: Opis MBBR reaktorjev 





















































































3.2.1.1 Mini reaktor 
 
Mini reaktor sta sestavljala dva paralelna, ločena aerobna reaktorja iz pleksi stekla, 
delovnega volumna 6 L, poimenovana KONTROLA (K) in REAKTOR 1 (R1). Oba 
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reaktorja sta bila napolnjena z nosilci Kaldnes K1, in sicer 1,86 L nosilcev/6 L reaktor, kar 





V reaktorja = 6 L





V reaktorja = 6 L







Slika 5: Shema mini pilotnega reaktorja KONTROLA IN REAKTOR 1 s pH regulacijo 
(Hach-Lange), napolnjenega z nosilci Kaldnes K1 
  
 
Slika 6: Mini reaktor CČN s pH regulacijo (Hach-Lange), napolnjen z nosilci Kaldnes K1 
 
3.2.1.2 Mini reaktor CČN  
 
Mini reaktor CČN sestavlja pet zaporedno povezanih reaktorjev iz pleksi stekla, od tega 
dva za denitrifikacijo (anoksična reaktorja) in dva za nitrifikacijo (aerobna reaktorja) ter 
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zadnji za denitrifikacijo, vsi napolnjeni z nosilnimi elementi Kaldnes K1 (Slika 8 in Slika 
9). 
 
Reaktor 2-NI, ima delovni volumen 10,4 L, polnjenje z nosilci je 50 %, kar pomeni, da je 
volumen nosilcev Kaldnes K1 K1 5,2 L. Reaktor 3-NI, ima delovni volumen 6,7 L, 
polnjenje z nosilci je 52 %, kar pomeni, da je volumen nosilcev Kaldnes K1 K1 3,5 L. 
 
Mešanje
V reaktorja = 6,7 L
V nosilcev = 3,5 L
Mešanje
V reaktorja = 6,7 L
V nosilcev = 3,5 L
Prezračevanje
Mešanje
V reaktorja = 10,4 L




V reaktorja = 6,7 L
V nosilcev = 3,5 L
3-NI
Mešanje
V reaktorja = 6,5 L






Slika 7: Shema mini pilotnega reaktorja CČN 
 
 
Slika 8: Slika mini reaktorja CČN 
 
3.2.1.3 Zunanji B reaktor CČN 
 
Zunanji B reaktor je industrijska pilotna naprava, locirana v polovico prezračevalnega 
bazena CČN C. Sestavljajo ga štirje zaporedno povezani reaktorji, od tega dva za 
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denitrifikacijo (anoksična reaktorja) in dva za nitrifikacijo (aerobna reaktorja), napolnjeni s 
polietilenskimi nosilci tipa Kaldnes K1. 
 
Vse analize so bile opravljene samo v dveh reaktorjih za nitrifikacijo, poimenovanih OXI 1 
in OXI 2 (Slika 9). Reaktorji za denitrifikacijo niso bili vključeni v raziskavo. 
 
Vtočna odpadna voda je mehansko čiščena odpadna voda CČN. Pretok odpadne vode je bil 
konstanten (53 m
3
/h). V obeh reaktorjih OXI 1 in OXI 2 je bilo zagotovljeno popolno 
mešanje z vpihanim zrakom, zračenje je bilo zagotovljeno preko vpihavanja zraka skozi 
perforirane cevi s puhalom na kompresorski postaji CČN, koncentracija kisika je znašala 
nad 5 mg/L. 
 
Vtočna odpadna voda je iztok po mehanski stopnji CČN, kar pomeni mehansko čiščena 
odpadna voda. Industrijska pilotna naprava je tako izpostavljena sezonskemu nihanju 
temperature ter dnevnih bremenitev po vsebini različnih snovi ter vsebnosti inhibitorjih 
snovi, ki so v odpadni vodi po mehanski stopnji. 
Mešanje
V reaktorja = 54 m3
V nosilcev = 25 m3
Mešanje
V reaktorja = 54 m3
V nosilcev = 25 m3
Prezračevanje
V reaktorja = 130 m3
V nosilcev = 60 m3
OXI 1
Prezračevanje
V reaktorja = 115 m3









Slika 9: Shema zunanjega B reaktorja CČN 
 
 
Slika 10: Slika zunanjega B reaktorja CČN 
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3.2.2 Ostala oprema 
 centrifuga (Sigma Laboratory centrifuges, Nemčija), 
 elektroforeza (Standard Power Pack P25, Biometra, Gőttingen, Nemčija), 
 aparat za verižno reakcijo s polimerazo (Biometra Tprofessional Standard Gradient 
Thermocycler, Nemčija). 
 
3.3 ANALIZNE METODE  
Za lažje razumevanje mikrobiološke razgradnje organskih snovi je treba meriti in 
spremljati vrsto različnih parametrov, ki smo jih razdelili v naslednji skupini: 
1. fizikalne in kemijske metode: meritev temperature, pH, merjenje koncentracije 
raztopljenega kisika, merjenje kemijske potrebe po kisiku, biokemijske potrebe po 
kisiku, nitratnega dušika, nitritnega dušika, amonijevega dušika in celotnega dušika. 
2. biološke-molekularne metode za ugotavljanje sestave in spremljanje aktivnosti 
mikrobnih združb v biofilmu. 
3.3.1 Fizikalne in kemijske metode 
Odpadno vodo lahko razdelimo na celotni in topni del, pri čemer pomeni topni del, tisti del 
odpadne vode, ki gre skozi filtrirni papir premera por 0,45 m in pa 1 m.   
3.3.1.1 Meritev temperature 
Meritev temperature je bila izvedena po metodi DIN 38404 (1976) s prenosno sondo Hach-
Lange (Nemčija), ki omogoča meritev temperature ob sočasni meritvi koncentracije 
raztopljenega kisika. 
3.3.1.2 Meritev pH 
Meritev pH vzorcev je bila izvedena z laboratorijskim pH metrom WTW Inolab ter s 
stacionarnimi elektrodami za regulacijo pH Hach-Lange v reaktorjih.  
3.3.1.3 Določanje koncentracije raztopljenega kisika 
Koncentracija raztopljenega kisika v mg/L je masa kisika, raztopljenega na volumsko 
enoto vode, ali odpadne vode. Meritev se izvaja s pomočjo prenosne kisikove sonde LDO 
Hach-Lange. 
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3.3.1.4 Določanje kemijske potrebe po kisiku 
Kemijska potreba po kisiku (KPK) v mg/L je masna koncentracija ekvivalenta kisika za 
količino porabljenega dikromata pri določenih razmerah, ki se uporabi kot kemijski 
oksidant za popolno oksidacijo organske snovi. S kemijsko oksidacijo določimo porabo 
kisika za popolno oksidacijo organskih snovi v odpadni vodi. Večja, kot je vrednost KPK, 
večje je onesnaženje odpadne vode. 
 
Analizo kemijske potrebe po kisiku (KPK) smo izvedli po metodi SIST ISO 6060: 1996 s 
LCK 114 in LCK 314 kivetnimi testi Hach-Lange. Pri tej analizi pride do kemijske 
oksidacije testnega vzorca. Oksidacija poteka pri 170 
o
C, 15 min na razklopni enoti HT 
Hach-Lange. Po 15 minutah na spektrofotometru Hach Lange DR 2800 odčitamo vrednost. 
3.3.1.5 Določanje nitratnega dušika 
Koncentracija nitratnega dušika (NO3-N) v mg/L predstavlja masno koncentracijo dušika v 
obliki nitratnega iona. Koncentracija nitrata se določi spektrofotometrično s kivetnim 
testom Hach-Lange LCK 339. Nitrat reagira v močno kisli raztopini žveplene in fosforne 
kisline z 2,6 dimetilfenolom, pri čemer nastane obarvana spojina 4-nitro-2,6-dimetilfenol. 
Po 15 minutah na spektrofotometru Hach Lange DR 2800 odčitamo vrednost. 
3.3.1.6 Določanje nitritnega dušika 
Koncentracija nitritnega dušika (NO2-N) v mg/L predstavlja masno koncentracijo dušika v 
nitritu. Koncentracija nitrita se določi spektrofotometrično s kivetnim testom Hach-Lange 
LCK 341. Nitrit reagira s 4-aminobenzensulfonamidom v močno kislem mediju fosforne 
kisline, pri čemer nastane obarvana diazonijeva sol. Po 15 minutah na spektrofotometru 
Hach-Lange DR 2800 odčitamo vrednost. 
 
3.3.1.7 Določanje skupnega dušika 
Celotni dušik (TN) v mg/L predstavlja vsoto masnih koncentracij organskega, 
amonijevega, nitritnega in nitratnega dušika. Koncentracijo celotnega dušika smo 
določevali spektrofotometrično z originalnimi kivetnim testom Hach-Lange LCK 238. V 
kiveto za razklop odpipetiramo 0,5 ml vzorca, dodamo 2 ml reagenta A ter 1 tabletko 
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katalizatorja B. Razklop vzorca v kislem mediju poteka v razklopni enoti Hach-Lange HT 
pri temperaturi 170 
o
C, 15 min. Po razklopu in ohladitvi na sobno temperaturo v kiveto za 
razklop dodamo reagent C, premešamo. Odpipetiramo 0,5 ml v kiveto, v kateri je že 
kislinski medij, dodamo 0,2 ml reagenta D, zapremo in pretresemo. Po 15 minutah na 
spektrofotometru Hach Lange DR 2800 odčitamo vrednost.  
 
3.3.1.8 Določanje amonijevega dušika 
 
Amonijev dušik (NH4-N) v mg/L predstavlja masno koncentracijo dušika v obliki 
amonijevega iona. Analiza amonijevega dušika je bila izvedena s kivetnimi testi Hach-
Lange LCK 304 in LCK 305. Po 15 minutah na spektrofotometru Hach Lange DR 2800 
odčitamo vrednost. 
 
3.3.1.9 Merjenje pretokov odpadne vode 
 
Meritev pretoka v Zunanji B reaktor je potekala z merilnikom pretoka. Vtok odpadne vode 
na Mini reaktorje, smo dosegli s peristaltičnimi črpalkami Watson Marlow. Črpalke so 
zagotavljale konstanten pretok skozi celoten sistem. Pretok vode smo merili tako, da smo 
izmerili čas napolnitve dveh 50 ml steklenih bučk. Rezultate smo prikazali kot povprečno 
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3.3.2.1 Izračun hidravličnega zadrževalnega časa (HRT) 
 
Hidravlični zadrževalni čas reaktorja je čas, v katerem se zadržuje odpadna voda v 
posameznem reaktorju. Izračunali smo ga kot količnik med prostornino reaktorja in 
pretokom odpadne vode.  
Izračun hidravličnega časa v nitrifikacijskih reaktorjih: 
HRT = V/Q 
 
V    volumen reaktorja (L) 
Q    pretok na vtoku v reaktor (L/h) 
 
3.3.2.2 Izračun hitrosti nitrifikacije 
 
Hitrost nitrifikacije predstavlja hitrost pretvorbe amonijevega dušika v nitratni dušik v 
časovni enoti, izražena kot mgN/L h. Pokaže nam aktivnost nitrifikatorjev. V nalogi smo 
hitrost nitrifikacije izrazili z obremenitvijo reaktorjev oziroma hitrostjo odstranitve 
amonijevega dušika.  
 
Enačba 4: Izračun obremenitve. 
L (N-NH4, reaktor) = C (NH4-N, vtok)/ HRT 
 
L (NH4-N, reaktor)    obremenitev nitrifikacijskih reaktorjev z amonijevim dušikom v 
časovni enoti (mgN/L h) 
C (NH4-N, vtok)    koncentracija amonijevega dušika v vtoku v nitrifikacijski reaktor 
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Enačba 5: Izračun specifične obremenitve nitrifikacijskih reaktorjev 
L*(NH4-N, reaktor) = (NH4-N, reaktor) x 24/As 
 
L* (NH4-N, reaktor)    Specifična obremenitev nitrifikacijskih reaktorjev z amonijevim 
dušikom v časovni enoti (gN/m
2
.d) 





 pri 50 % polnitvi) 
 
Hitrost nitrifikacije rNIT smo prikazali z razliko med koncentracijami amonijevega dušika v 
vtoku in iztoku iz reaktorjev in nam pove, koliko miligramov amonijevega dušika se 
pretvori v eni uri v enem litru. 
 
Enačba 6: Izračun hitrosti nitrifikacije 
rNIT = (C (NH4-N, vtok) - C (NH4-N, reaktor))/ HRT 
 
rNIT  hitrost nitrifikacije v mgN/L.h  
C (NH4-N, vtok)    
 
koncentracija amonijevega dušika v vtoku v nitrifikacijski 
reaktor 
C (NH4-N, reaktor)    
 
koncentracija amonijevega dušika v nitrifikacijskem 
reaktorju 
HRT hidravlični zadrževalni čas v nitrifikacijskih reaktorjih 
 
  
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Lj., Biotehniška fakulteta, 2016 
22 
 
Enačba 7: Izračun specifične hitrosti nitrifikacije. 
Specifična hitrost nitrifikacije r*NIT = rNIT x 24/As 
 






3.3.3 Biološke-molekularne metode 
 
Ob vsakem vzočenju biofilma smo iz reaktorjev odvzeli večje število nosilcev (>10), jih 
takoj shranili pri temperaturi –20 C do prenosa na 80 C. DNK posameznih vzorcev smo 
izolirali v treh neodvisnih ponovitvah (trije nosilčki Kaldnes K1 istega vzorca). Nato smo 
iz vsake izolirane DNK izvedli tri paralelne PCR reakcije, ki smo jih po končani reakciji 
PCR združili. Produkte PCR smo očistili iz elektroforetskega gela. Slika 11 in Slika 12 
prikazujeta shemi reakcij.  
 
Za TRFLP smo pripravili restrikcijsko reakcijo PCR produktov, ki je tekla čez noč. Nato 
smo vzorce pripravili za kapilarno elektroforezo ter jih analizirali. 
Za klonske knjižnice smo vse ponovitve, izolirane DNK posameznega vzorca, enkrat 
pomnožili z reakcijo PCR 16S rRNA in amoA, nato pa PCR produkte vseh ponovitev 
posameznega vzorca, zmešali med seboj ter klonirali. 
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Slika 12: Eksperimentalna shema priprave posamezne klonske knjižnice 
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3.3.3.1 Izolacija DNK iz biofilmov nosilcev Kaldnes K1 
 
Med optimizacijo metod smo ugotovili, da najboljše rezultate daje izolacija DNK iz ½ 
nosilca Kaldnes K1. Nosilec smo s sterilnim skalpelom razrezali na pol in nato eno 
polovico dodatno razrezali na pribl. 10 manjših koščkov. Naprej smo delali po navodilih za 
izolacijo DNK s priborom MOBIO Ultra Clean Soil DNK Isolation Kit. Delali smo v treh 
paralelkah, pridobili 3 DNK izolacije in 3 TRFLP profile.  
 
3.3.3.2 PCR verižna reakcija s polimerazo 
 
900 bp dolg odsek gena za 16S rRNA smo pomnožili v 17 ciklih reakcije PCR po Kraigher 
s sod. (2006) z uporabo oligonukleotidnih začetnikov 27f (Weisburg s sod., 1991) in 927r 
(Heuer in Smalla, 1997).  
 
25 µL PCR reakcija je vsebovala 1x GoTaq Flexi pufer, 2 mM MgCl2, 0,2 g/l BSA, 1 % 
formamid, 200 µM dNTP, 200 µM obeh primerjev, GoTaq Flexi polimerazo (0,625 U/). 25 
µL PCR reakcijo (Promega Madison, WI, USA) in 1 µL DNK. PCR protokol je vseboval 2 
min denaturacijo pri 95 
o
C, ki ji je sledilo 18 ciklov z denaturacijo (1 min pri 95 
o
C), 
annaling, extension in končna extension.   
 
491 dolg odsek funkcionalnega gena amoA smo pomnožili z metodo nested PCR, kjer je 
primarni PCR potekal po protokolu Webster s sod. (2002) z oligonukleotidnimi začetniki 
amoA 2F in amoA 5R, sekundarni pa po Avrahami s sod. (2003) z oligonukleotidnima 
začetnikoma amoA 1F in amoA 2R (Rotthauwe s sod., 1997), z nekaj modifikacijami: 
denaturaciji (2 min na 95 
o
C) je sledilo 30 ciklov z 1 min denaturacijo pri 95 
o
C, 1 min 
annealing pri 60 
o
C, 1 min extension pri 72 
o
C ter končni 5 min extension pri 72 
o
C.  
PCR reakcija je vsebovala 1x GoTaq Flexi pufer, 1,5 mM MgCl2, 0,1 g/l BSA, 1 % 
formamid, 200 µM dNTP, 300 µM obeh primerjev, GoTaq Flexi polimerazo (0,625 U/). 25 
µL PCR reakcijo (Promega Madison, WI, USA) in 1 µL DNK. PCR protokol je bil 
modificiran po Webster s sod 2002 in je vseboval 2 min denaturacijo pri 95 
o
C, ki ji je 
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sledil annaling z nižanjem temperature s 55 
o
C na 45 
o
C (1 min in 19 ciklov), dodatnih 14 
ciklov s temp. 45 
o
C, extension 1 min na 72 
o




Druga nested PCR reakcija je vsebovala 1x GoTaq Flexi pufer, 4 mM MgCl2, 0,2 g/l BSA, 
1 % formamid, 200 µM dNTP, 500 µM obeh primerjev, GoTaq Flexi polimerazo (0,625 
U/). 25 µL PCR reakcijo (Promega Madison, WI, USA) in 1 µL primarnega PCR produkta.  
 
Za vse PCR reakcije smo uporabili polimerazo GoTaq proizvajalca Promega. 
3.3.3.3 TRFLP 
 
Fluorescentno označene PCR produkte 16S rRNA in amoA, smo rezali z restrikcijskim 
encimom HaeIII, amoA pa z restrikcijskim encimom TaqI, proizvajalca MBI Fermentas, 
Lithuania) po Stres s sod., (2008). Razrezane restrikcijske produkte smo skoncentrirali z 
etanolno precipitacijo ter analizirali s kapilarno elektroforezo na 3130 xl Genetic Analyzer 
(Applied Biosystemm, CA, USA) z uporabo Genscan 500 ROX (Applied Biosystemm, 
CA, USA) kot v Stres s sod., (2008). Rezultate kapilarne elektroforeze smo analizirali z 
računalniškim programskim orodjem Bionumerics 3.0 (Applied Maths, Belgija). 
PEarsonov koeficient korelacije smo uporabili za primerjavo podobnosti posameznih 
vzorcev in TRFLP profilov. Za izris dreves smo uporabili metodo UPGMA-Upweight Pair 
Group Method with Arithmetic means, slov. neuravnotežena metoda parnih skupin z 
aritmetično sredino. 
 
3.3.3.4 Klonske knjižnice 
 
PCR produkte 16S rRNA in amoA smo s kitom pGEM-T (Promega) ligirali v vektor 
pGEM-T ter vektor transformirali v kompetentne celice JM109 (Promega). Kolonije 
transformiranih JM109 klonov smo poslali na sekvenciranje podjetju Macrogen Inc. Nato 
smo klonske knjižnice analizirali s spletnimi orodji RDP (Ribosomal Database Project), 
BLAST in programsko opremo oblikovali filogenetsko drevo (MEGA4). 
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3.4 OBRATOVANJE REAKTORJEV 
3.4.1 Mini reaktor 
 
Vtok v oba ločena reaktorja je bila sintetična odpadna voda (točka A iz 3.1.1.), dovajana 
preko peristaltične črpalke Watson-Marlow, ki je zagotavljala stalen in enakomeren vtok 
odpadne vode in posledično s tem tudi iztok. Vtočna odpadna voda je imela stalno sestavo. 
Pričakovana koncentracija v vtočni odpadni vodi, je okoli 90 mg/L amonijevega dušika in 
0,3 mg/L fosforja, odvisno od natančnega doziranja vodovodne vode pri pripravi. V vtočni 
odpadni vodi ni prisotnega organskega dušika, zato je skupni dušik vsota amonijevega, 
nitratnega in nitritnega dušika.  
 
Nosilci so bili preneseni iz OXI 1 reaktorja. V času šestih mesecev pred začetkom 
vzorčenja, kolikor je trajala adaptacija reaktorja, smo redno spremljali stopnjo nitrifikacije 
ter povečevali obremenitev, da je bila koncentracija amonijevega dušika v iztoku vedno 
okoli 1 mg/L NH4-N, z namenom vzdrževanja visoke aktivnosti. Pretok se je reguliral 
preko obratov na WM črpalki (v %) ali z različnimi debelinami cevk.  
 
Zračenje je bilo zagotovljeno z vpihavanjem zraka s puhalom preko akvarijskih 
kamenčkov. Koncentracija kisika je znašala nad 7 mg/L (zahtevana meja za biofilm na 
Kaldnes K1 nosilcih je 5 mg/L). Poleg tega je bilo zagotovljeno, v obeh reaktorjih, 
popolno mešanje z mešalom RS9000 (Digital Overhead Stirrer, Bochem, Germany) pri 
hitrosti 400600 obratov.  
 
Regulacija pH na vrednost 7,5 je potekala s sistemom Hach-Lange, sestavljenim iz pH 
elektrod, kontrolerja ter črpalk za dovajanje nevtralizacijske raztopine natrijevega 
karbonata (Na2CO3). Nevtralizacijska raztopina se uporablja kot sredstvo za vzdrževanje 
želenega pH ter kot vir anorganskega ogljika. 
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3.4.2  Mini reaktor CČN  
 
Vtočna odpadna voda je mehansko čiščena odpadna voda, dovajana preko peristaltične 
črpalke Watson-Marlow v prvi reaktor za denitrifikacijo, ki je zagotavljala stalen in 
enakomeren vtok odpadne vode in posledično s tem tudi iztok. Sledi še en reaktor za 
denitrifikacijo in nato dva zaporedno vezana reaktorja za nitrifikacijo imenovana 2NI in 
3NI, v katerih smo izvajali vzorčenje. Iz 3NI reaktorja, je izveden povratek v prvi 
denitrifikacijski reaktor. Zadnjemu reaktorju za nitrifikacijo je sledil še en reaktor za 
denitrifikacijo. 
 
Pretok se je reguliral preko obratov na črpalki (v %) ali z različnimi debelinami cevk.  
 
Zračenje je bilo zagotovljeno preko vpihavanja zraka s puhalom preko akvarijskih 
kamenčkov in zračnih črpalk. Zahtevana meja raztopljenega kisika v MBBR sistemih je 
nad 5 mg/L. Reaktorji za denitrifikacijo niso imeli prezračevanja, samo mešanje. V obeh 
reaktorjih 2-NI in 3-NI, smo zagotavljali dodatno mešanje z mešali RS9000 (Digital 
Overhead Stirrer, Bochem, Germany) pri hitrosti 400600 obratov 
 
Regulacija pH v procesu nitrifikacije ni bila potrebna zaradi vključenega procesa 
denitrifikacije v reaktorjih.  
 
Vse analize so bile opravljene samo v dveh reaktorjih za nitrifikacijo, poimenovanih 2-NI 
in 3-NI. Reaktorji za denitrifikacijo niso bili vključeni v raziskavo. 
 
3.4.3 Zunanji B reaktor CČN  
 
Zunanji B reaktor je industrijska pilotna naprava, locirana v polovici enega aerobnega 
prezračevalnega bazena CČN C3. Sestavljajo ga štirje zaporedno povezani reaktorji, od 
tega prva dva za denitrifikacijo, sledita dva za nitrifikacijo, vsi napolnjeni s polietilenskimi 
nosilci Kaldnes K1. Iz zadnjega reaktorja za nitrifikacijo je bil izveden notranji recikel v 
prvi denitrifikacijski reaktor. 
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Vse analize so bile opravljene samo v dveh reaktorjih za nitrifikacijo, poimenovanih OXI 1 
in OXI 2. Reaktorji za denitrifikacijo niso bili vključeni v raziskavo. 
 
Vtočna odpadna voda je iztok po mehanski stopnji CČN, dovajana preko črpalke v prvi 
reaktor za denitrifikacijo, ki je zagotavljala stalen in enakomeren vtok odpadne vode in 




V obeh reaktorjih OXI 1 in OXI 2 je bilo zagotovljeno zračenje z vpihanim zrakom, ki je 
zagotavljalo tudi intenzivno mešanje. Zračenje je bilo zagotovljeno preko vpihavanja zraka 
skozi perforirane cevi, nameščene na dnu reaktorja, s puhalom na kompresorski postaji 
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3.5.1 Vzorci vtočne in iztočne odpadne vode  
3.5.1.1 Mini pilotni reaktor 
 
Vtok v oba ločena reaktorja Kontrola in Reaktor 1, je bila sintetična vtočna odpadna voda. 
Vsako jutro smo pripravili svežo, v količini 200 L za oba reaktorja. Ob tem smo vzorčili 
trenutni vzorec iz 200 L posode in ga takoj analizirali. Iztok iz reaktorjev smo zbirali v 
plastično posodo 1 L, vsako jutro približno 30 min, zato je bil trenutni vzorec, ki smo ga 
takoj analizirali. 
 
3.5.1.2  Mini reaktor CČN in Zunanji B reaktor CČN 
 
Vtočna odpadna voda je mehansko čiščena odpadna voda. V industrijski reaktor Zunanji B 
pilot je dotekala konstantno, zato smo vzorčili 24-urne povprečne vzorce. Vsako jutro smo 
v 200 L posodo nalili 200 L odpadne vode, ki je zadoščala za 24 ur. Ob tem smo vzorčili 
trenutni vzorec iz 200 L posode in ga takoj analizirali.  
 
Vzorec iz reaktorja 2-NI, smo vzeli iz reaktorja kot trenutni vzorec, iztok iz reaktorja 3-NI, 
smo zbirali v plastično posodo 1 L, vsako jutro približno 30 min, zato je bil trenutni 
vzorec, ki smo ga takoj analizirali. 
 
Trenutni vzorec iz Oxi 1 in Oxi 2 smo vzorčili iz reaktorja in takoj analizirali.  
 
3.5.2 Vzorci biomase in bakterijskih združb 
 
Iz posameznih reaktorjev OXI 1, OXI 2, 2-NI, 3-NI, K in R1, smo ob različnih časih 
vzorčili po več (pribl. 20) nosilcev Kaldnes K1 naenkrat ter jih shranili na  80 °C. Vzorci 
OXI1, OXI2, 2NI, 3NI, R1 in K so bili vzorčeni vsaj dvakrat v obdobju od oktobra 2007 
do januarja 2008 (Preglednica 3). 
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Preglednica 3: Vzorčenje obraščenih nosilnih elementov Kaldnes K1 iz reaktorjev 
DATUM 
VZORČENJA 





OXI 1 OXI 2 2-NI 3-NI K R1 
19. 10. 2007 DA DA DA DA DA DA 
7. 11. 2007 X X X X DA DA 
20. 11. 2007 X X X X DA DA 
20. 12. 2007 DA DA X X DA DA 
18. 1. 2008 X X DA DA DA DA 
 
Za analiziranje smo izbrali vse vzorce OXI1, OXI2, 2NI, 3NI ter oktobrske, decembrske in 
januarske R1 in K vzorce. Vzorce za analize TRFLP smo označili po imenu, mesecu 
vzorčenja (OKT, DEC, JAN) ter ponovitvi (a, b, c) izolirane DNK (npr. OXI1 DEC a). 
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4 REZULTATI  
 
V raziskavah smo v prvem delu primerjali učinek nitrifikacije v reaktorjih, v drugem delu 
prisotnost, pestrost in stabilnost mikrobnih združb na osnovi zaporedij 16S rRNA, kot tudi 
specifičnih funkcionalnih genov (npr. amoA), in sicer glede na različno vrsto odpadne vode 
ter letni čas. 
4.1 UČINEK NITRIFIKACIJE 
 
V reaktorjih smo spremljali učinek nitrifikacije z zmanjšanjem amonijevega dušika in 
porasta nitritnega ter nitratnega dušika, glede na primerjavo med vtočno in sintetično 
odpadno vodo in iztočno čiščeno odpadno vodo (Slika 13, Slika 14, Slika 15 in Slika 16). 
 
 
Slika 13: Učinek nitrifikacije v reaktorjih 
 
V zunanjem B reaktorju CČN, kjer je vtok mehansko čiščena odpadna voda, je bil na dan 
vzorčenja v prvem aerobnem reaktorju OXI 1, kjer se pretvori večina amonijevega dušika, 
učinek nitrifikacije nad 96 %.  
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V mini reaktorju CČN, kjer je, enako, vtok mehansko čiščena odpadna voda, je bil na dan 
vzorčenja v prvem aerobnem reaktorju 2-NI, kjer se pretvori večina amonijevega dušika, 
učinek nitrifikacije nad 92 % (Slika 13). 
 
Koncentracija nitritnega dušika je bila v vseh reaktorjih pod 0,8 mg/L.  
 
V obeh reaktorjih, OXI 1 in 2-NI, ki sta prva stopnja nitrifikacije, se je pretvorilo več kot 
90 % amonijevega dušika (Slika 13).  
 
 
Slika 14: Koncentracije NH4-N, NO3-N in NO2-N v Zunanjem B pilotnem reaktorju 
 
V drugi stopnji nitrifikacije v OXI 2 in 3-NI pa je vtok odpadne vode enak iztoku iz OXI 1 
in 2-NI, zato je vstopna koncentracija amonijevega dušika pod 3,4 mg/L in s tem tudi nižji 
učinek čiščenja in nižja stopnja nitrifikacije (Slika 14, Slika 15). 
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  




Slika 15:Koncentracije NH4-N, NO3-N in NO2-N v Mini CČN pilotnem reaktorju 
 
 
Slika 16: Koncentracije NH4-N, NO3-N in NO2-N v Mini pilotnem reaktorju 
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Stopnja nitrifikacije v reaktorjih, kjer je vtok mehansko čiščena odpadna voda, je nižja od 
navedene najvišje hitrost nitrifikacije iz literature (2,6 g/m
2
 d N, Ødegaard, 2006), in sicer 
1,3 g/m
2
 d N pri OXI 1 reaktorju in 0,4 g/m
2
 d N pri 2-NI reaktorju.  
 
Stopnja nitrifikacije v reaktorjih, kjer je vtok sintetična odpadna voda, bogata z 
amonijevim dušikom, je višja kot nitrifikacije iz literature (2,6 gN/m
2
 d, Ødegaard, 2006), 
in sicer najvišja 6,8 gN/m
2
 d. Tudi učinek čiščenja po amonijevem dušiku je bil višji (med 
94 % in 99 %).  
 
Vzrok povišanje stopnje nitrifikacije je najverjetneje v ugodni stalni temperaturi 20 
o
C, 
nevtralnemu pH (7,5), visoki koncentraciji raztopljenega kisika (nad 5 mg/L) in 
anorganskemu viru dušika v vtočni odpadni vodi in z odsotnostjo heterotrofne aktivnosti 
(Qiao, 2010 in Sudarno, 2010). 
 
Koncentracije nitratnega dušika v iztokih iz reaktorjev so bile podobne vstopnim 
koncentracijam amonijevega dušika, razen v oktobru 2007 v 2-NI reaktorju. Glede na 
visoko koncentracijo raztopljenega kisika, ni bila možna pretvorba nitrata z anamoks 
procesom (Strous, 1997). V klonskih knjižnicah vzorcev iz Zunanjega B reaktorja, smo 
našli predstavnike denitrifikacijskih bakterij Comamonadaceae (Napaka! Vira 
sklicevanja ni bilo mogoče najti.), ki lahko denitrificirajo tudi v dobro prezračenih 
reaktorjih (Patureau, 1997) in niso prisotni v Mini reaktorjih, zaradi pomanjkanja 
organskega vira ogljika za heterotrofno denitrifikacijo. 
 
4.2 TRFLP 16S RRNA 
 
Z metodo TRFLP smo analizirali splošno bakterijsko združbo, in sicer bakterijske gene za 
16S rRNA kot tudi amoA gene nitrifikacijskih bakterij. V filogenetskih drevesih smo 
izrisali rezultate. 
 
Na podlagi terminalnega restrikcijskega (razrezanega z encimom HaeIII) profila 900 bp 
dolgega PCR produkta odseka gena za 16S rRNA smo ugotovili, da so se vzorci iz 
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reaktorjev CČN DK razlikovali predvsem po načinu obremenitve z odpadno vodo. Vzorci 
iz reaktorjev so se po strukturi TRFLP pikov razvrstili v dve večji skupini. Le posamezne 
ponovitve reaktorjev R1, obremenjene s sintetično odpadno vodo v mesecu decembru, so 
se po strukturi TRFLP razvrstile podobno kot OXI 2 in 2-NI, obremenjenima z mehansko 
čiščeno odpadno vodo.  
 
Bakterijska mikrobna združba reaktorjev R1 in K, ki imata enako funkcijo in obremenitev, 
je bila podobna. Med oktobrskimi in januarskimi R1 in K vzorci je prišlo do razlike v 
TRFLP profilih, medtem ko so se decembrski TRFLP profili R1 in K razvrstili nekje vmes, 
med oktobrske in januarske, zato sklepamo, da je prišlo v tem časovnem obdobju do 
rahlega premika v strukturi bakterijske združbe R1 in K reaktorjev. Po funkciji je bazen 
OXI 1, podoben reaktorju 2-NI, in bazen OXI 2 podoben reaktorju 3-NI, vendar neke 
korelacije med strukturo združbe in funkcijo, ob obremenjevanju z mehansko čiščeno 
odpadno vodo, nismo zaznali. Ugotovili smo, da se TRFLP profili bakterijske 16S rRNA 
proučevanih reaktorjev niso bistveno razlikovali med seboj. 
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Slika 17: TRFLP profili odseka gena 16S rRNA po restrikciji s HaeIII vzorcev CČN DK, 
odvzetih v časovnem obdobju med oktobrom 2007 in januarjem 2008 
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4.3 TRFLP amoA  
 
S primerjavo terminalnih restrikcijskih (TaqI) 491 bp dolgega odseka funkcionalnega 
nitrifikacijskega gena amoA na vzorcih reaktorjev CČN DK, smo ugotovili razliko v 
TRFLP profilih glede na vrsto obremenitve reaktorjev. V vzorcih, ki so bili obremenjeni s 
sintetično odpadno vodo, je bila opazna višja diverziteta amoA, kot v vzorcih, 
obremenjenih z mehansko čiščeno odpadno vodo.  
 
Poleg različne pestrosti funkcionalne skupine nitrifikacijskih bakterij smo zaznali 
prisotnost nekaterih TRFLP pikov, ki niso bili skupni obema načinoma obremenitve. 
Najvišji piki pri vzorcih R1 in K so bili dolžine 219 bp, medtem ko se pri vzorcih OXI 1, 
OXI 2, 2-NI in 3-NI, nekatere sekvence niso razrezale z izbranim encimom (TaqI), zato 
smo zaznali močni pik dolžine 491 bp. Pri vzorcih R1 in K, je prišlo do podobnega 
premika v strukturi nitrifikacijske združbe kot pri že omenjenem premiku v splošni 
mikrobni združbi 16S rRNA, za ta dva reaktorja.  
 
Funkcionalna mikrobna združba nitrifikacijskih bakterij je, kljub nihanju v strukturi v času, 
bila značilno različna v odvisnosti od načina bremenitve. Zunanji B reaktor CČN in Mini 
reaktor CČN, vsi obremenjeni z mehansko čiščeno odpadno vodo, so imeli podobno 
nitrifikacijsko mikrobno združbo. 
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  




Slika 18: TRFLP profili nitrifikacijske mikrobne združbe na osnovi 491 bp dolgega odseka 
funkcionalnega nitrifikacijskega gena amoA  
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4.4 KLONSKE KNJIŽNICE 
4.4.1 Klonska knjižnica 16S rRNA 
 
V klonski knjižnici 16S rRNA smo ugotovili prisotnost mnogih različnih bakterijskih vrst, 
ki spadajo v debla Alfaproteobakterije, Betaproteobakterije, Gamaprotebakterije, 
Deltaproteobakterije, Bekteroidete, Gematimonade. Od pomembnejših nitrifikacijskih 
mikroorganizmov, smo zaznali rodova Nitrospira in Nitrosomonas. Rod Nitrospira je bil 
zastopan v približno enakem deležu (1517 %) tako v reaktorjih z mehansko čiščeno 
odpadno vodo kot tudi v reaktorjih s sintetično odpadno vodo. 
 
Rod Nitrosomonas pa se je v večjem deležu (23 %) pojavil v reaktorjih s sintetično 
odpadno vodo, pri bremenitvi z mehansko čiščeno odpadno vodo pa je le 5 % klonov 
vsebovalo sekvence roda Nitrosomonas. Sekvence Nitrosomonas, kot Nitrospira se 
pojavijo v višjem deležu v reaktorjih OXI 2 in 3-NI, ki čistijo sekundarno odpadno vodo iz 
OXI 1 oz. 2-NI. V reaktorju R1 smo zaznali enega predstavnika roda Nitrobacter.  
 
Poleg nitrifikacijskih bakterij, so v reaktorjih pomembneje zastopani pripadniki družin 
Incertae sedis 5, iz razreda Betaproteobakterij reda Burkholderiales ter 
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Slika 19: Relativna pogostost 16S rRNA sekvenc iz vzorcev reaktorjev glede na tip 
odpadne vode 
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Preglednica 4: Število in pregled sekvenc DNK iz RDP ( spletna Ribosomska baza podatkov), ki so najbolj podobne sekvencam DNK iz reaktorjev CČN DK (*odpadna voda-mehansko čiščena odpadna voda; *raztopina 
NH4
+
-sintetična odpadna voda) 
 
OXI1 OXI2 2Ni 3Ni R1 K
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Nitrosomonadales; Nitrosomonadaceae; Nitrosomonas 1 2 0 2 14 11 5 25
 Nitrospira; Nitrospira; Nitrospirales; Nitrospiraceae; Nitrospira 1 6 1 6 5 8 14 13
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae sedis 5; unclassified_Incertae sedis 5 0 1 2 3 5 3 6 8
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; unclassified_Sphingomonadace 0 0 0 1 4 6 1 10
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; unclassified_Betaproteobacteria 0 1 2 1 3 3 4 6
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae; unclassified_Comamonadaceae 3 0 3 0 0 0 6 0
 Bacteroidetes; unclassified_Bacteroidetes 0 2 0 0 1 2 2 3
 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; unclassified_Gammaproteobacteria 2 0 1 1 1 0 4 1
 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Flexibacteraceae; unclassified_Flexibacteraceae 0 2 2 0 0 0 4 0
 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; unclassified_Sphingobacteriales 0 0 0 0 2 2 0 4
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium 0 1 0 0 2 0 1 2
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingopyxis 0 1 0 0 1 1 1 2
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Incertae sedis 5; Methylibium 1 0 1 0 0 1 2 1
 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Dokdonella 1 0 1 1 0 0 3 0
 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; unclassified_Xanthomonadaceae 0 0 0 0 2 1 0 3
 Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae; 2 0 0 0 0 0 2 0
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; unclassified_Bradyrhizobiaceae 0 1 0 0 1 0 1 1
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; unclassified_Rhizobiales 0 0 0 0 0 2 0 2
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Novosphingobium 1 1 0 0 0 0 2 0
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; unclassified_Alphaproteobacteria 1 0 0 1 0 0 2 0
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Rhodocyclales; Rhodocyclaceae; unclassified_Rhodocyclaceae 0 0 1 1 0 0 2 0
 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Myxococcales; Sorangineae; Polyangiaceae; Byssovorax 0 1 1 0 0 0 2 0
 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Thermomonas 1 0 1 0 0 0 2 0
 unclassified_Bacteria 0 0 0 0 0 2 0 2
 Acidobacteria; Acidobacteria; Acidobacteriales; Acidobacteriaceae; Gp6 0 1 0 0 0 0 1 0
 Bacteroidetes; Flavobacteria; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae; Flavobacterium 1 0 0 0 0 0 1 0
 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Crenotrichaceae; unclassified_Crenotrichaceae 1 0 0 0 0 0 1 0
 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Flexibacteraceae; Runella 0 0 0 1 0 0 1 0
 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Saprospiraceae; unclassified_Saprospiraceae 0 0 1 0 0 0 1 0
 Gemmatimonadetes; Gemmatimonadetes; Gemmatimonadales; Gemmatimonadaceae; Gemmatimonas 1 0 0 0 0 0 1 0
 Planctomycetes; Planctomycetacia; Planctomycetales; Planctomycetaceae; Isosphaera 1 0 0 0 0 0 1 0
 Planctomycetes; Planctomycetacia; Planctomycetales; Planctomycetaceae; Pirellula 0 0 0 0 0 1 0 1
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Nitrobacter 0 0 0 0 1 0 0 1
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae; Hyphomicrobium 0 0 1 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; Acetobacteraceae; unclassified_Acetobacteraceae 1 0 0 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingomonas 0 0 1 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Derxia 1 0 0 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae; Hydrogenophaga 1 0 0 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; unclassified_Burkholderiales 0 0 1 0 0 0 1 0
 Proteobacteria; Betaproteobacteria; Rhodocyclales; Rhodocyclaceae; Shinella 0 0 0 1 0 0 1 0
 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Myxococcales; unclassified_Myxococcales 0 0 0 0 0 1 0 1
 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Stenotrophomonas 1 0 0 0 0 0 1 0
 Spirochaetes; Spirochaetes; Spirochaetales; Leptospiraceae; Leptonema 0 0 0 0 0 1 0 1
Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales; Caulobacteraceae; Phenylobacterium 0 0 0 0 1 0 0 1
 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Myxococcales; Sorangineae; Polyangiaceae; unclassified_Polyangiac 0 0 0 0 0 0 0 0
SKUPAJ KLONOV: 22 20 20 19 42 46 81 88
Zaporedjem DNA klonske knjižnice najbolj podobna zaporedja iz RDP 
(deblo;razred;red;družina;rod;vrsta)
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4.4.2 Klonska knjižnica amoA 
 
Večina zaporedij DNK (95 %) 491bp odseka gena amoA iz vseh reaktorjev CČN DK, je 
bila podobna rodu Nitrosomonas, le okoli 5 % se jih je razvrstilo bližje vrstam 
Nitrosospira. Znotraj roda Nitrosomonas so se, na podlagi zaporedij DNK gena amoA, 
kloni iz reaktorjev OXI1, OXI2, 2NI in 3NI, obremenjeni z mehansko čiščeno odpadno 
vodo, značilno razvrstili blizu vrste Nitrosomonas eutropha (87 % identičnost za večino in 
97 % identičnost za enega predstavnika OXI 1). Zaporedja DNK iz reaktorjev R1 in K, 
obremenjena s sintetično odpadno vodo, so bila podobna zaporedjem DNK Nitrosomonas 
europaea in Nitrosomonas oligotropha. Na podlagi identičnosti z zaporedji DNK N. 
europaea so se R1 in K zaporedja, razdelila v tri skupine (I: 95 % identičnost, II: 94 % 
identičnost in III: 88 % identičnost). 10–20 % zaporedij DNK R1 in K, ki so bila podobna 
zaporedjem N. oligotropha, so se razdelila v skupini IV (96 % identičnost) in V (89 % 
identičnost). 
 
Slika 20: Klonska knjižnica 2191 bp odseka DNK gena amoA 
Nitrosomonas eutropha  AY177932 
 OXI1 
 OXI1 + OXI2 + 2Ni + 3Ni (95 - 100 % of clones) 
Nitrosomonas europaea  AF058692 
 I: R1 + K (10 - 15 % clones) 
 II: K (32 % clones) 
 III: R1 + K (51 - 61 % clones) 
Nitrosomonas oligotropha  AF272406 
 IV: R1 + K (2 - 10 % clones) 
 V: R1 + K (5 - 12 % clones) 
 R1 
 OXI1  
 OXI2 
 2Ni 
Nitrosospira sp.  X90821 
0.02 
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Slika 21: Klonska knjižnica 491 bp odseka DNK gena amoA, predstavljena kot NJ drevo 
(*AS-sintetična odpadna voda, WW-mehansko čiščena odpadna voda) 
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Zaporedja DNK z visoko medsebojno identičnostjo so, zaradi večje preglednosti, združena 
v skupine, ob katerih je zapisano ime izvornih reaktorjev ter delež, ki ga predstavljajo v 
celotni klonski knjižnici. Združene skupine so sorodne referenčnim 491 bp odsekom DNK 
zaporedij amoA organizmov iz baze podatkov Gen Bank (Nitrosomonas eutropha, 
Nitrosomonas europaea, Nitrosomonas oligotropha ali vrstam Nitrosospira sp.). Poleg 
imena referenčnih mikroorganizmov je zapisana koda za dostop (Accesion number) do 
javno dostopnih podatkov in zaporedij DNK izbranega mikroorganizma.  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
Raziskovali smo aktivnost in strukturo mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v 
zunanjih industrijskih reaktorjih in laboratorijskih reaktorjih, ki so se razlikovali v vrsti 
odpadne vode in temperaturnih pogojih.  
 
5.1 UČINEK NITRIFIKACIJE 
 
V reaktorjih z mehansko čiščeno odpadno vodo, kjer se v prvem od dveh zaporednih 
reaktorjev pretvori večina amonijevega dušika, je bil učinek nitrifikacije med 92 % in 96 
%. V reaktorjih, kjer je vstopna koncentracija amonijevega dušika pod 3,4 mg/l, je nižji 
učinek čiščenja in nižja stopnja nitrifikacije. Stopnja nitrifikacije v reaktorjih, kjer je vtok 
mehansko čiščena odpadna voda, je nižja od največje hitrosti nitrifikacije, kot jo navaja 
Ødegaard s sod. (2006) in znaša 2,6 gN/m
2
 d, za razliko od naših izračunov stopnje 
nitrifikacije 1,3 gN/m
2
 d pri OXI 1 reaktorju in 0,4 gN/m
2
 d pri 2-NI reaktorju.  
 
Stopnja nitrifikacije v reaktorjih s sintetično odpadno vodo, bogato z amonijevim dušikom, 
je bila višja kot v primerljivih preizkusih (2,6 gN/m
2
 d, Ødegaard, 2006), in sicer do 6,8 
gN/m
2
d. Tudi učinek čiščenja, glede na amonijev dušik, je bil višji (med 94 % in 99 %). 
Vzrok za visoko stopnjo nitrifikacije je bil verjetno v stalni temperaturi 20 
o
C, nevtralnem 
pH (7,5), visoki koncentraciji raztopljenega kisika (nad 5 mg/l) in anorganskemu viru 
dušika v vtočni odpadni vodi z odsotnostjo heterotrofne aktivnosti (Qiao, 2010; Sudarno, 
2010). 
 
V klonskih knjižnicah vzorcev iz Zunanjega B reaktorja smo našli predstavnike 
denitrifikacijskih bakterij Comamonadaceae, ki lahko denitrificirajo tudi v dobro 
prezračenih reaktorjih (Patureau, 1997) in niso prisotni v Mini reaktorjih, zaradi 
pomanjkanja organskega vira ogljika za heterotrofno denitrifikacijo. 
 
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Lj., Biotehniška fakulteta, 2016 
46 
 
5.2 TRFLP IN KLONSKA KNJIŽNICA 16S rRNA  
 
Z metodo TRFLP smo analizirali splošno bakterijsko združbo, in sicer bakterijske gene za 
16S rRNA in nato še amoA.  
 
Z analizo TRFLP profilov 16S rRNA smo ugotovili, da se je, kljub spreminjanju mikrobne 
združbe, vzpostavila določena razlika med vzorci iz realno obremenjenih in umetno 
obremenjenih pilotnih sistemov, sama velikost (130 m
3
 vs. 10 L) sistema pa ni bila 
pomembna. Še bolj očitna razlika v TRFLP profilih med načinom obremenitve, se je 
pokazala z analizo funkcionalnega nitrifikacijskega gena amoA.  
 
Kot smo pričakovali, je prisotnost sekvenc skupine Nitrosomonadaceae narasla iz 5 %, pri 
mehansko čiščeni odpadni vodi, na 29 %, pri odpadni vodi, bogati z amonijskih dušikom. 
Prisotnost rodu Nitrospira je bila pri obeh tipih odpadne vode podobna (1516 %).  
 
Prisotnost dominantnih (prevladujočih) skupin, razen skupine Comamonadaceae, ki smo jo 
potrdili samo v reaktorjih z mehansko čiščeno odpadno vodo, je bila neodvisna od velikosti 
(L ali m
3
), stopnje (1. ali 2. zaporedni reaktor) ali tipa odpadne vode (mehansko čiščena ali 
sintetična, bogata z amonijevim dušikom). 
 
Sekvence 16S rRNA proteobakterij so bile prisotne v 6671 % vseh sekvenc v reaktorjih z 
mehansko in sintetično odpadno vodo. Podobno je bilo pri posameznih skupinah, in sicer 
pri skupini Alphaproteobacteria (15 % in 16 %), Betaproteobacteria (35 % in 43 %), 
Gamaproteobacteria (11 % in 3 %) in pri razredu Deltaproteobacteria (2 %) in sekvence 
Nitrospira (16 % in 15 %), kjer se v 99 % ujemajo z Nitrospira defluvii 16S rRNA 
sekvenco (DQ059545).  
 
Predstavniki skupine Alphaproteobacteria so bili pogosti v vseh reaktorjih, ne glede na tip 
odpadne vode, in sicer Bradyrhizobiacecae (34 %) s predstavniki Bradyrhizobium in 
Nitrobacter ter Sphingomonadaceae (513 %) s predstavniki Novosphingobium, 
Sphingomonas in Sphingopyxis.  
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Večja diverziteta v skupini Betaproteobacteria je bila opažena v reaktorjih z mehansko 
čiščeno odpadno vodo. V obeh tipih reaktorjev so bili najpogostejši predstavniki skupin 
Methilibium (Burkholderiales Incertae sedis) in Nitromonadacea.  
 
Iz skupine Gamaproteobacteria je družina Xanthomonadaceae predstavljala 36 % 
klonov.  
 
Itoi s sod. (2007) ugotavljajo prisotnost heterotrofnih predstavnikov v reaktorjih s 
sintetično odpadno vodo, bogato z amonijevim dušikom. Le-ti so vključeni v nastanek 
biofilma in zagotavljajo razmere za rast nitrifikatorjev. Reboleiro-Rivas s sod. (2016) 
navajajo prisotnost predstavnikov skupin Chitinofagacea in Xanthomonadaceae, ki 
izločajo EPS in so zelo pomembni za razvoj biofilma v komunalni odpadni vodi. 
Predstavniki skupine Sphingomonadaceae so pogosti v oligotrofnih in evtrofnih okoljih, ki 
so podobna našim vrstam MBBR reaktorjev, kjer razgrajujejo kompleksne organske 
spojine ter izločajo EPS snovi za tvorbo biofilma. Kot navaja Beretscho s sod. (2010) je 
Sphingomonas pogosto na dnu biofilma in je zato manj občutljiv na spremembe okolja.  
 
Dworkin s sod. (2006) navaja, da rod Bradyrhisobium tudi sodeluje pri tvorbi biofilma 
izven gostitelja, če vezava dušika ni prioritetna. Bae s sod (2015) je ugotovil v 
nitrificirajočih MBBR reaktorjih sicer drugo vrsto bakterij, ki vežejo dušik, in sicer 
Mesorhizobium chacoense. Pri tvorbi biofilma v čistilnih napravah sodelujejo drugi 
heterotrofi, kot so predstavniki skupine Xanthomonadaceae, ki izločajo ksantan (EPS) ter 
druge polisaharide, kot je skupina Chitinophagaceae (Dworkin s sod., 2006) in pa iz 
skupine Burkhoidales, ki razgrajujejo organsko snov v biofilmu (Niemo s sod., 2009).  
 
Predstavniki skupin Nitrosomonadaceae in Nitrospiraceae, so predstavljali 45 % in 78 
% v reaktorjih z mehansko čiščeno odpadno vodo, medtem ko so v reaktorjih s sintetično, 
z amonijskim dušikom bogato odpadno vodo, narasli na 810 % in 1114 %.  
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Najpogosteje prisotne skupine bakterijskih družin so v klonski knjižnici predstavljale 50 % 
v reaktorjih z mehansko čiščeno odpadno vodo in 70 % v reaktorjih s sintetično odpadno 
vodo, kar je 3040 % vseh bakterij, zajetih s TRFLP profili. Kljub temu se ponavljajo 
določeni vzorci v obeh pristopih. Število taksonomskih skupin se zmanjšuje iz reaktorjev z 
mehansko čiščeno vodo k reaktorjem z amonijskim dušikom bogato odpadno vodo. Vzrok 
je v visoki heterogenosti hranil v mehansko čiščeni odpadni vodi in pa pomanjkanju 
organskega ogljika v sintetični odpadni vodi, kot tudi navaja Calderone s sod. (2011) ter 
Xia s sod. (2010).  
 
Število TRFLP pikov je podobno pri vseh reaktorjih, ne glede na vir odpadne vode, kar 
kaže na interakcije med nitrifikatorji kot primarnimi producenti ter sekundarnimi 
producenti  heterotrofi, kar lahko ima za posledico višjo diverziteto v reaktorjih z 
amonijskim dušikom, bogato odpadno vodo.  
 
Namesto pričakovanih velikih sprememb v biofilmu med reaktorji zaradi razlike med, z 
amonijskim dušikom bogato odpadno vodo in pa kompleksno sestavljeno mehansko 
čiščeno odpadno vodo, pa je prišlo le do manjših sprememb v mikrobni združbi.  
 
Itoi s sod. (2007), Racz s sod. (2010) in Reboleiro-Rivas s sod. (2016) navajajo, da je 
večina prisotnih skupin mikroorganizmov v obeh vrstah reaktorjev heterotrofov, ki 
pridobijo ogljik iz CO2, z vezavo velikega števila prisotnih nitrifikatorjev.  
 
Ni pa izključeno, da so heterotrfofi v dormantni fazi v reaktorjih s sintetično odpadno 
vodo, ker uporabljene metode ne ločijo med aktivnimi in neaktivnimi celicami. 
 
5.3 TRFLP IN KLONSKA KNJIŽNICA amoA  
 
Delež zaporedij nitrifikacijskih mikroorganizmov, rodov Nitrosomonas in Nitrospira, v 
klonski knjižnici 16S rRNA, je naraščal v smeri od mehansko čiščene odpadne vode (OXI 
1, 2-NI), delno prečiščene (OXI 2, 3-NI) do sintetične odpadne vode (R1 in K) 
obremenitve, kjer je rod Nitrosomonas postal dominanten.  
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Nitrospira, ki sodeluje v drugem koraku nitrifikacije, se v približno enakem številu pojavi 
v klonskih knjižnicah reaktorjev z mehansko čiščeno odpadno vodo in sintetično odpadno 
vodo, bogato z amonijevim dušikom.  
 
V nasprotju pa se je združba amonij oksidirajočih bakterij (amoA) spreminjala, glede na 
višje koncentracije amonijskega dušika z višanjem prisotnosti predstavnikov rodu 
Nitrosomonas.  
 
Pestrost splošne 16S rRNA mikrobne združbe je bila višja v reaktorjih z mehansko čiščeno 
odpadno vodo, medtem ko je bila višja pestrost nitrifikacijske (amoA) mikrobne združbe v 
reaktorjih s sintetično odpadno vodo.  
 
Natančnejša analiza funkcionalne nitrifikacijske združbe s klonsko knjižnico odseka gena 
amoA je pokazala, da se reaktorji, obremenjeni z mehansko čiščeno odpadno vodo, 
razlikujejo tako po sestavi kot po pestrosti nitrifikacijskih mikroorganizmov. Tako so se v 
reaktorjih OXI 1, OXI 2, 2-NI in 3-NI kot dominantne izkazale nitritacijske bakterije, po 
zaporedjih DNK podobne Nitrosomonas eutropha, v reaktorjih R1 in K pa Nitrosomonas 
europaea. V R1 in K reaktorjih so se poleg N. europaea, pojavili tudi mikroorganizmi 
podobni N. oligotropha, v vseh reaktorjih pa smo zaznali nekaj zaporedij DNK iz rodu 
Nitrosospira. 
Enake ugotovitve, za prisotnost Nitrosomonas in Nitrosospira v reaktorjih z amonijem 
bogato odpadno vodo, navaja Leyla-Diaz s sod. (2015). Gonzalez-Martinez s sod. (2014) 
pa so ugotovili, da je Nitrosomonas oligotropha prisoten v odpadni vodi, ki je z 
amonijevim dušikom nizko obremenjena. Gao s sod. (2013) je ugotovil, pri raziskavah 
mikrobne združbe osmih čistilnih naprav, da je dominanten podobno, kot v naših reaktorjih 
z mehansko čiščeno odpadno vodo Nitrosomonas europea. V nitrificirajočih MBBR 
reaktorjih je Bae s sod. (2015) detektiral, da predstavlja Nitrosomonas eutropha 61 % 
skupne 16S rRNA.  
 
S primerjavo terminalnih restrikcijskih (TaqI) 491 bp dolgega odseka funkcionalnega 
nitrifikacijskega gena amoA na vzorcih reaktorjev CČN DK, smo ugotovili signifikantno 
razliko v TRFLP profilih glede na vrsto obremenitve reaktorjev. V vzorcih, ki so bili 
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obremenjeni s sintetično odpadno vodo, je bila opazna višja diverziteta amoA, kot v 
vzorcih, obremenjenih z mehansko čiščeno odpadno vodo.  
 
Funkcionalna mikrobna združba nitrifikacijskih bakterij je, kljub nihanju v sestavi, 
verjetno značilno različna v odvisnosti od načina obremenitve. Zunanji B reaktor CČN in 
Mini reaktor CČN, vsi obremenjeni z mehansko čiščeno odpadno vodo, so imeli podobno 
nitrifikacijsko mikrobno združbo, ne glede na temperaturne razmere.  
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 Znotraj posameznih ponovitev nosilcev Kaldnes K1 iz posameznega vzorca smo 
zaznali določeno variabilnost v TRFLP profilu, vendar so se vse tri ponovitve 
TRFLP posameznih vzorcev razvrščale funkcijam reaktorjev primerno. 
 Temperatura ni posebno vplivala na strukturo mikrobne združbe, saj je do manjših 
sprememb v profilu TRFLP prihajalo tako v mini pilotni reaktor, mini reaktor CČN 
kot tudi v zunanjem B reaktorju CČN. 
 Pestrost splošne mikrobne združbe (16S rRNA), na podlagi TRFLP in klonske 
knjižnice, je bila višja v vzorcih, obremenjenih z mehansko čiščeno odpadno vodo, 
medtem ko je bila pestrost nitrifikacijske mikrobne združbe (amoA) višja v mini 
pilotnih reaktorjih s sintetično odpadno vodo in višjo koncentracijo amonijevega 
dušika. 
 16S rRNA knjižnica kaže, da sta, si, po deležih dominantnih predstavnikov 
mikrobnih združb, podobna bolj obremenjena prva zaporedna reaktorja OXI 1 in 
reaktor 2-NI ter druga zaporedna, z amonijevim dušikom, manj obremenjena OXI2, 
in 3-NI. V reaktorjih OXI 2 in 3-NI je prisotnost rodov Nitrospira in Nitrosomonas 
višja. 
 Dominantni predstavniki nitrifikacijskih mikroorganizmov v reaktorjih so se, glede 
na način obremenitve z odpadno vodo, razlikovali. Tako so ob obremenitvi z 
mehansko čiščeno odpadno vodo prisotni Nitrosomonas eutropha, ob sintetični 
odpadni vodi pa Nitrosomonas europaea in Nitrosomonas oligotropha. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
 
V procesu čiščenja odpadne vode na čistilnih napravah je proces nitrifikacije ključen za 
odstranjevanje enega od najpomembnejših hranil, kot je dušik, z nitrifikacijskimi 
bakterijami. Spremljali smo proces nitrifikacije ter prisotnost, pestrost in stabilnost 
mikrobnih združb na osnovi zaporedij 16S rRNA in specifičnih funkcionalnih genov (npr. 
amoA) v industrijskih in laboratorijskih reaktorjih z imobilizirano biokulturo.  
 
Zanimalo nas je predvsem kako se združba nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani 
biokulturi ali biofilmu na prosto plavajočih plastičnih nosilnih elementih Kaldnes v 
biofilmu odziva glede na različno kvaliteto odpadne vode ter letni čas.  
 
Mikrobno združbo na CČN Domžale-Kamnik (CČN DK) smo analizirali z metodo TRFLP 
in s sekvenciranjem genov za 16S rRNA in genov amoA. Z analizo TRFLP smo ugotovili, 
da se je, kljub nihanju strukture združbe v času, vzpostavila določena razlika med vzorci iz 
pilotnih sistemov z mehansko čiščeno in sintetično odpadno vodo, sama velikost 
(industrijski vs. mini reaktor) sistema pa ni bila pomembna. Še bolj očitna razlika med 
združbami, ki so bile izpostavljene različnim odpadnim vodam, se je pokazala z analizo 
funkcionalnega nitrifikacijskega gena amoA. In sicer so se zunanji industrijski reaktor in 
mini pilotni reaktorji, obremenjeni z  mehansko čiščeno odpadno vodo, razlikovali tako po 
sestavi kot po pestrosti nitrifikacijskih mikroorganizmov. Pestrost splošne 16S rRNA 
mikrobne združbe je bila višja v reaktorjih z mehansko čiščeno odpadno vodo, medtem ko 
so reaktorji z sintetično odpadno vodo imeli večjo pestrost nitrifikacijske (amoA) mikrobne 
združbe.  
 
Na podlagi rezultatov sklepamo, da ima kvaliteta odpadne vode večji vpliv na sestavo 
združbe kot pa dejavniki okolja kot sta temperatura ali pa velikost reaktorjev. 
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In the process of treating waste water in biological treatment plants, the nitrification 
process is crucial for the removal of one of the most important nutrients, i.e. nitrogen, 
using nitrification bacteria. The aim of our work was to produce a study of the process of 
nitrification itself, including an analysis of the presence, diversity and stability of microbial 
communities based on the 16S rRNA sequences and specific functional genes (eg. amoA) 
in industrial-scale and laboratory-scale reactors with immobilized bioculture.  
 
Industrial-scale reactors treat wastewater of temporary variable composition under 
different weather conditions, while the microbial population of wastewater treatment plants 
are often studied in controlled laboratory-scale systems with defined influent at a constant 
temperature.  
 
16S rRNA and ammonia oxidising amoA - gene-defined bacterial community structure was 
investigated in industrial-scale and laboratory-scale moving bes biofilm reactor (MBBR) 
treating municipial wastewater or synthetic ammonium solition.  
 
Nitrification activity, 16S rRNA and amoA gene TRFLP profiles were comparable between 
industrial and laboratory-scale reactors with municipial wastewater. Reactors with 
synthetic ammonium solution exhibited higher nitrification and higher relative abundance 
of Nitrosomonadaceae and Nitrospiraceae families but only small changes in general 
bacterial community structure was detected compared to MBBR reactors treating 
municipial wastewater.  
 
Nitrosomonas europea lineage dominated in reactors treating municipial wastewater, whilu 
uncultivated Nitrosomonas-like sequences prevailed in reactors with synthetic ammonia 
solution.  
 
These results suggest that influent type has a stronger influence on community structure 
than operational conditions, such as temperature or reactor size.  
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PRILOGA: Rezultati meritev na pilotnih reaktorjih za vrednotenje procesa nitrifikacije. 
Preglednica 5: Rezultati meritev na vtoku v mini reaktor. 
 
 
     vtok mini  reaktor     
datum pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N TN 
  L/h h mg/L mg/L mg/L mg/L 
19. 10. 2007 0,4 15,1 83,0 10,1 2,1 98,5 
2. 11. 2007 0,5 13,2 86,1 8,6 2,0 100,5 
7. 11. 2007 1,6 3,8 78,8 6,1 1,1 98,0 
20. 11. 2007 2,9 2,1 97,2 8,0 1,3 113,5 
20. 12. 2007 1,8 3,3 101,0 10,8 0,4 116,0 
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 Mini pilotni  reaktor KONTROLA

















enota mg/l oC l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
19.10.2007 7,7 8,4 20,0 0,4 15,1 0,4 90,7 0,0 98,3 89,9 82,6 5,5 5,5 0,9 0,8 99,5
2.11.2007 7,5 8,7 19,7 0,5 13,2 1,2 89,1 1,0 95,5 91,5 85,0 6,5 6,4 1,0 1,0 98,7
7.11.2007 7,5 7,7 19,3 1,6 3,8 0,2 85,5 0,5 86,0 84,5 78,6 21,0 21,0 3,3 3,2 99,8
20.11.2007 7,8 7,4 19,9 2,9 2,1 6,0 93,5 5,4 111,0 108,0 91,2 47,0 44,1 7,3 6,8 93,8
20.12.2007 7,5 7,0 17,8 1,8 3,3 1,3 95,8 1,7 121,5 106,5 99,7 30,6 30,2 4,7 4,7 98,7
18.1.2008 7,5 7,3 19,0 1,8 3,3 1,4 97,9 1,3 108,0 100,5 91,0 27,7 27,3 4,3 4,2 98,5
 Mini pilotni  reaktor REAKTOR 1
datum pH kisik temp pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N TN TN (1 um) 

















enota mg/l oC l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
19.10.2007 7,7 8,4 20,0 0,4 14,0 0,3 89,3 0,0 98,7 96,1 82,7 5,9 5,9 0,92 0,91 99,6
2.11.2007 7,4 8,7 19,7 0,4 14,7 0,7 90,7 1,0 100,0 94,5 85,4 5,9 5,8 0,91 0,90 99,2
7.11.2007 9,6 7,7 19,3 1,5 4,0 52,3 18,0 0,5 86,0 84,5 26,5 19,7 6,6 3,05 1,03 33,6
20.11.2007 7,5 8,2 19,9 0,8 7,1 1,6 104,0 5,4 124,5 120,1 95,6 13,7 13,4 2,11 2,08 98,3
20.12.2007 7,5 7,3 17,8 1,9 3,1 1,9 104,0 1,7 135,0 110,0 99,1 32,7 32,0 5,1 5,0 98,1
18.1.2008 7,5 7,6 19,0 2,0 3,1 1,4 97,9 1,3 108,0 100,5 91,0 30,0 29,6 4,6 4,6 98,5
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Preglednica 8: Rezultati meritev na vtoku v zunanji reaktor. 
 
 











dotok Zunanji pilotni reaktor
datum pretok HRT RVI temp pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N KPK TN
m3/h h % oC l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
18.10.2007 54 2 200 17,3 54 2 27,9 0,53 0,29 309,6 67
21.1.2008 54 2 200 9,6 54 2 29,3 1,09 0,141 301 125
Zunaji pilotni  reaktor OXI 1

















mg/l oC l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
18.10.2007 7,6 5,9 17,3 54,0 2,0 0,45 8,4 0,33 26,1 454 27,5 14,0 13,7 1,34 1,32 98,4
21.1.2008 7,8 8,5 9,6 54,0 2,0 1,24 10,4 0,28 24,3 432 28,1 14,7 14,0 1,41 1,35 95,8
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Preglednica 10: Rezultati meritev na iztoku iz reaktorja OXI 2. 
 
 










Zunaji pilotni  reaktor OXI 2
datum pH kisik temp pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N KPK TN 

















mg/l oC l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
18.10.2007 7,94 2 17,3 53 2,0 0,18 8,7 0,054 20,5 11,1 0,27 0,23 0,14 0,02 0,01 60,0
21.1.2008 7,8 2 9,6 53 2,0 0,19 11,3 0,095 33,8 14,4 1,05 0,62 0,53 0,06 0,05 84,7
dotok  Mini pilotni reaktor  CČN 
datum pretok HRT RVI NH4-N NO3-N NO2-N KPK KPK (1 um) TN
l/h h % mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
23.10.2007 6,2 5,4 300 27,5 0,42 0,039 254,00 135,00 38,8
7.11.2007 4,2 8,0 300 39,90 0,79 0,01 291,00 168,00 55,4
18.1.2008 3,3 9,1 200 37,6 0,78 0,06 237 166 45,4
Brajer Humar B. Sestava in aktivnost mikrobne združbe nitrifikacijskih bakterij v imobilizirani biokulturi.  




Preglednica 12: Rezultati meritev na iztoku iz reaktorja 2-NI. 
 
 




 Mini pilotni  reaktor CČN 2-NI
datum pH kisik pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N TN KPK
razlika NH4-N  
vtok-iztok















mg/l l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
23.10.2007 7,6 4,4 6,2 5,4 2,3 4,3 0,48 20,6 198 25,2 5,1 4,7 2,4 0,45 91,5
7.11.2007 7,4 5,2 4,2 8,0 3,4 24,8 0,52 9,2 204 36,5 5,0 4,6 3,5 0,44 91,5
18.1.2008 7,0 5,4 3,3 9,1 1,9 25,3 0,53 12,6 201 35,7 4,1 3,9 3,4 0,38 94,9
 Mini pilotni  reaktor CČN 3-NI
datum pH kisik pretok HRT NH4-N NO3-N NO2-N TN KPK

















mg/l l/h h mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg NH4-N/l h mg NH4-N/l h gN/m2 d gN/m2 d %
23.10.2007 6,2 5,4 0,88 6,48 0,355 18,4 239 1,5 0,43 0,27 0,14 0,03 62,2
7.11.2007 4,2 8,0 1,9 26,5 0,446 9,6 215 1,5 0,43 0,19 0,14 0,02 44,1
18.1.2008 3,3 9,1 1,2 25,4 0,157 10,1 224 0,7 0,21 0,08 0,07 0,01 36,8
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